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前 列 腺 小 体 miRNA-146a/TLR-4/NF-kB 通路 在 EAP 大 鼠 慢 性 炎症 中 的 作用 
及 大 火 草 干预 的 研究 
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摘要 背景 目前 对 慢性 前 列 腺 炎 〈CP) 的 治疗 未 达到 预期 的 疗效 ， 亚 需 寻 找 新 的 治疗 药物 ， 课 题 组 前 期 的 临床 
观察 发 现 大 火 草 对 CP 有 较 好 的 疗效 ， 但 具体 的 作用 机 制 还 有 待 进一步 研究 。 目 的 探讨 前 列 腺 小 体 源 性 miRNA-146a 
调控 TLR-4/NF-xB 通路 在 EAP 大 鼠 慢 性 炎症 中 的 作用 及 大 火 草 干预 的 可 能 机 制 。 方 法 将 42 只 Wistar 大 鼠 随 机 数 
字 表 法 分 为 7 组 ， 即 正常 组 、 模 型 组 、 激 动 剂 组 、 抑 制剂 组 、 大 火 草 低 剂 量 组 、 大 火 草 中 剂量 组 、 大 火 草 高 剂量 组 ， 
每 组 6 上 只。 药物 干预 后 ， 采 用 RT-PCR 检测 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA,，WB 法 检测 TLR-4、IkB、p-I x B、TRAF6 
) 蛋白 ，ELISA 法 检测 炎症 因子 。 结 果 与 正常 组 比较 ， 各 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 均 下 调 (P<0. 01) 。 
与 模型 组 比较 ,大 火 草 中 、 高 剂量 组 ,miRNA-146a mimics 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 均 上 调 (P<0. 01); 
”miRNA-146a inhibitor 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 下 调 (P<0.01) 。 大 火 草 和 miRNA-146a mimics 可 
以 显著 降低 前 列 腺 组 织 TLR-4、p-Ik Ba 、TRAF6 蛋白 表达 (P<0. 01); 促进 前 列 腺 组 织 Ix Ba 蛋白 表达 上 调 (P<0. 01); 
还 可 以 显著 降低 大 鼠 血 清 中 TNF-a 、IL-6、IL-8、INF-Y 水 平 (P<0.01) 。 大 火 草 和 miRNA-146a mimics 可 以 减轻 
前 列 腺 组 织 炎 细胞 温润 ， 改 善 前 列 腺 组 织 病理 损伤 。 结论 前 列 腺 小 体 源 性 miRNA-146a 可 以 调节 TLR-4/NF-xB 通路 
EN 活化 参与 EAP 大 鼠 前 列 腺 局 部 病理 变化 。 大 火 草 抗 EAP 大 鼠 慢 性 炎症 的 作用 机 制 可 能 与 其 调控 前 列 腺 小 体 源 性 
MI miRNA-146a/TLR-4/NF- x B 通路 有 关 。 
关键 词 慢性 前 列 腺 炎 ; 前 列 腺 小 体 ; 微小 RNA-146a; Toll 样 受 体 4; 核 转录 因子 -xB 
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【Abstract】 Background At present, the treatment of chronic prostatitis (CP) has not achieved the expected 
efficacy, so it is urgent to find new treatment drugs. The preliminary clinical observation of the research 
group found that Anemone Tomentosa has a good effect on chronic prostatitis, but the specific mechanism 
of action remains to be further studied. Objectives To investigate the role of prostasome derived 
miRNA-146a in regulating TLR-4/NF- « B pathway in chronic inflammation in EAP rats and the mechanism of 
Anemone Tomentosa in treating EAP rats. Methods Forty-two Wistar rats were divided into 7 groups by random 
number table method, including normal group, model group, mimics group, inhibitor group, low-dose of 
anemone tomentosa group, medium-dose of anemone tomentosa group and high-dose of anemone tomentosa group， 
with 6 rats in each group. After drug intervention，miRNA-146a-5p mRNA in prostasome will be detected by 
RT-PCR, and TLR-4, I x B, p-l & B and TRAF6 protein will be detected by WB, and inflammatory cytokines include 
TNF- a, IL-6, IL-8, and INF-Y will be detected by ELISA. Results Compared with normal group, miRNA-146a-5p 
mRNAs expression in prostasome were down-regulated in each group (P<0.01). Compared with model group, 


miRNA-146a-5p mRNAS expression in prostasome were up-regulated in medium-dose group, high-dose group, 
and mimics group (P<0.01), and were down-regulated in inhibitor group (P<0.01).The expression of TLR-4, 
p-IxBa and TRAF6 proteins in prostate tissues of EAP rats were significantly down-regulated in anemone 
tomentosa and mimics groups (P<0.01).The expression of I Kk Ba proteins in prostate tissues of EAP rats 
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were significantly up-regulated in anemone tomentosa and mimics groups (P<0. 01). The serum levels of TNF- 
a, IL-6, IL-8 and INF-Y in EAP rats were significantly down--regulated in anemone tomentosa and mimics 
groups (P<0. 01). Anemone tomentosa and miRNA-146a mimics significantly reduced the inflammatory cell 
infiltration of prostate tissue and improved the pathological injury of prostate tissue.Conclusion 
Prostasome derived miRNA-146a can regulate the activation of TLR-4/NF- k B pathway participate in local 
pathological changes of prostate in EAP rats. The mechanism of the anemone tomentosa inhibiting chronic 
inflammation in EAP rats may be related to the regulation of prostasome derived miRNA-146a/TLR-4/NF-— 
KB pathway. 

【Key words) Chronic prostatitis; Prostasome; miRNA-146a; TLR-4; NF-x«B 


慢性 前 列 腺 炎 / 慢 性 盆腔 疼痛 综合 征 (chronic prostatitis/chronic pelvic pain syndrome，CP/CPPS) 是 泌 
尿 外 科 、 男 科 常见 的 疾病 之 一 ， 与 细菌 感染 没有 明确 的 联系 ， 以 前 列 腺 炎症 状态 和 慢性 疼痛 障碍 为 主要 征象 ， 占 前 
列 腺 炎 比 例 的 90-95%"。CP/CPPS 涉及 复杂 的 病理 生理 机 制 ， 包 括 隐 性 感染 、 免 疫 、 炎 症 、 神 经 、 内 分 泌 、 前 列 腺 
内 尿 反 流 、 氧 化 应 激 和 心理 因素 等 ， 且 不 同 因素 之 间 经 常 交 叉 影 响 ”。 由 于 其 病因 不 明 且 复杂 ， 单 模式 治疗 在 很 大 
程度 上 是 不 成 功 的 。 因 此 ，CP/CPPS 已 经 过 渡 到 多 模式 的 治疗 方法 ， 包 括 药物 和 非 药物 治疗 。 药 物 疗 法 主要 包括 抗 
生 素 、a 受 体 阻 滞 剂 、 消 炎 药 、 植 物 疗法 等 ， 非 药物 治疗 包括 盆 底 物理 治疗 、 肌 筋 膜 触发 点 释放 、 人 针灸、 心理 支持 、 
电 身 体 冲 击 波 治 疗 、 局 部 热 疗 等 ”。 然 而 ， 一 项 系统 回顾 和 蔡 茜 分 析 研 究 表 明 ， 现 代 医 学 目前 仍然 无 法 明确 其 具体 
的 发 病 机 制 ， 而 且 对 于 CP/CPPS 的 管理 和 治疗 未 达到 预期 的 疗效 ”。 近 年 来 ， 在 CP/CPPS 的 替代 疗法 中 ， 以 草药 间 
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5 一 位 或 提取 物 为 形式 的 中 草药 因 其 对 前 列 腺 疾病 的 积极 作用 而 受到 关注 ， 显 示 出 其 特色 优势 ”。 我 们 前 期 研究 发 现 大 
之 火 草 能 显著 改善 CP 患者 临床 症状 ”、 调 节 CP 模型 大 鼠 炎 症 因 子 水 平 “， 从 而 发 挥 抗 前 列 腺 炎 的 作用 。 


人 类 前 列 腺 上 皮 细 胞 分 泌 的 前 列 腺 小 体 是 第 一 个 被 确定 的 生殖 道 膜 性 圳 泡 ， 属 于 外 泌 体 。 前 列 腺 小 体 的 生理 
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| 理 作用 在 前 列 腺 疾病 中 发 挥 重要 作用 。 基 于 此 ， 本 文采 用 自身 免疫 性 前 列 腺 炎 (experimental autoimmune 
) prostatitis，EAP) 模型 大 鼠 ， 探 讨 前 列 腺 小 体 来 源 的 微小 RNA-146a (microRNA-146a，miRNA-146a) /Toll 样 受 
) 体 4 (Toll like receptor 4，TLR4) / 核 转录 因子 -kB (Nuclear transcription factors-kB，NF kB) 通路 在 EAP 


大 鼠 前 列 腺 局 部 慢性 炎症 中 的 作用 ， 并 给 予 大 火 草 干预 治疗 ， 探 讨 集 “清热 祛 湿 、 利 永 通 淋 、 益 气 补肾 ”功效 于 一 
J 单 味 中 药 治疗 CP/CPPS 的 可 能 作用 机 制 。 


取 42 只 体质 量 (200 土 15) g 的 8 周 龄 清洁 级 Wistar 雄性 大 鼠 ， 购 自 长 沙市 天 勤 生物 技 术 有 限 公 司 ， 许 可 证 号 : 
西 中 医药 防治 医学 分 子 生物 重点 实验 室 饲 养 ， 保 持 室 温 18 一 25C， 全 价 营 养 、 分 党 饲养 。 
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透射 电子 显微镜 (HITACHI，HT7800/HT7700〉， 核 酸 和 蛋白 定量 仪 (denovix，DS-11) ， 电 泳 仪 〈 北 京 六 一 公司 ， 


9 DYCZ-24DN 型 ) ， 半 和 干 转 膜 仪 系统 (ATT0，WSE-4040、AE6675L) ， 欧 光 定 量 PCR 仪 (BIO-RAD，CFX Connect") ， 
三 生物 分 光 光 度 计 (Eppendorf，BioPhotometer) ， 光 学 显微镜 (0OLYMPUS，BX43 ) ， 超 速 离心 机 (Hitachi，CP100MX) ， 
:。 酶 标 仪 (BIO-TEK, E1x800) 。TLR4 抗体 CAffinity, AF7017)， 肿瘤 坏死 因子 受 体 相 关 因 子 6 (tumor necrosis factor 
“tfeceptor-associated factor 6，TRAF6) 抗体 (Affinity，AF5376) ，p-IkBa 抗 体 (Affinity, AF5002) ，IxkB 


a 抗体 (Affinity，AF2002) 。miRcute miRNA isolation kit 试剂 盒 〈 天 根 生 物 科 技 有 限 公 司 ，Cat# DP501) ， 
miRcute miRNA Detection Kit (SYBR Green) 试剂 盒 〈 天 根 生物 科技 有 限 公 司 ，Cat# FP411) ，miRcute miRNA 
First-Strand cDNA SynthesisKit 试剂 盒 ( 天 根 生 物 科 技 有 限 公 司 ,，Cat# KR211) 。 完 全 弗 氏 佐 剂 (Sigma-aldrich)， 
miRNA-146a mimics 〈 吉 玛 基 因 ) ，miRNA-146a _ inhibitor ( 吉 玛 基因 ) 。 白 介 素 -6 (interleukin-6，IL-6) ( 联 
科 生 物 ，EK306) ，IL-8“〈 联 科 生物 ，SEKR-0014) ， 干 扰 素 -y (interferon-Y ，IFN-Y ) ( 联 科 生 物 ，EK380) ， 
肿瘤 坏死 因子 -a (tumor necrosis factor，TNF-a ) ( 联 科 生物 ，EK382) 。 
1. 3 大 火 草 前 剂 制备 

适量 大 火 草 置 于 前 者 容器 内 ， 加 相当 于 药材 量 5-8 倍 的 冷水 浸泡 1h， 者 沸 30min， 滤 过 ; 药 洒 加 3-6 倍 量 水 继 
续 前 者 ， 者 沸 30min， 滤 过 。 合 并 两 次 前 出 药 液 ，5000r/min 离心 10min， 取 上 清 液 ， 利 用 旋转 蒸发 器 在 水 浴 上 浓缩 
至 每 毫升 含 生 药 量 5. 84g。 灌 胃 前 用 蒸馏 水 配 至 浓度 为 1. 46g/mL， 相 当 于 人 和 动物 间 按 体 表面 积 折算 的 等 效 剂量 的 
1 倍 。 
1.4 EAP 大 鼠 模 型 制备 

大 鼠 前 列 腺 蛋白 提纯 液 的 制作 吕 : 5 只 体质 量 (400 土 20) g 的 4 月 龄 SPF 级 Wistar 雄性 大 鼠 处 死 后 ， 消 毒 放 在 
超 净 台 上 , 从 下 腹部 逐 层 剪 开 , 并 暴露 前 列 腺 后 前 下, 用 冷 盐 水 洗 净 , 并 且 剪 碎 前 列 腺 组 织 , 加 入 含 0. 5% TritonX-100 
等 重 的 生理 盐水 溶液 〈 预 先 高 温 灭 菌 ) 制 成 匀 浆 ， 将 匀 浆 液 置 入 高 速 离心 机 中 以 15 000r/min 离心 30 min， 过 程 保 
持 低 旭 (4C ) ， 取 上 清 液 0.2 mL， 等 比 稀 释 后 用 酶 标 仪 测 浓度 。 取 余下 的 上 清 液 加 入 0. 1M pH7. 2 的 PBS 缓冲 液 把 
蛋白 提纯 液 稀 释 成 60 g/L 的 浓度 ， 放 入 冷冻 管 保存 备用 (-80C) 。 

免疫 造 模 ": 42 只 体质 量 (200 土 15) g 的 8 周 龄 雄性 碍 star 大 鼠 随 机 数字 表 法 分 为 7 组 ， 即 正常 组 (A 组 ) 、 
模型 组 (B 组 )、 大 火 草 低 剂量 组 (C 组)、 大 火 草 中 剂量 组 (D 组 ) 、 大 火 草 高 剂量 组 (E 组 ) 、miRNA-146a inhibitor 
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组 (F 组 ) 、miRNA-146a mimics 组 (6G 组 ) ， 每 组 6 只。 除 正 常 对 照 组 外 ， 其 他 各 组 分 别 于 第 0、30 天 ， 在 大 鼠 多 
处 皮下 注入 大 鼠 前 列 腺 蛋白 提纯 液 与 弗 氏 完全 佐 剂 等 比 混 匀 的 混 甚 液 ImL， 同 时 腹腔 注射 百 白 破 疫苗 0. 5 mL。 
1.5 分 组 给 药 
造 模 成 功 后 , 正常 组 与 模型 组 给 予 生 理 盐水 (4ml/kg d) 灌 胃 ; 大 火 草 低 、 中 、 高 剂量 组 予 浓度 1. 46g/mL、2. 92g/mL、 
5. 84g/mL 大 火 草 前 液 (4ml/kg，d) 灌 胃 。 以 上 给 药 每 天 一 次 ， 连 续 给 药 4 周 。miRNA-146a mimics 组 ， 给 予 生理 盐 
水 (4ml/kg Yd) 灌 胃 4 周 ,并 于 实验 取材 前 72h 鼠 尾 静 脉 内 注射 miRNA-146a mimics(0.24uL/g);miRNA-146a inhibitor 
组 , 给 予 生理 盐水 (4ml/kg "d) 灌 自 4 周 , 并 于 实验 取材 前 72h 鼠 尾 静脉 内 注射 miRNA-146a inhibitor (0.24L/g)。 
1.6 检测 指标 
1. 6. 1 前 列 腺 组 织 病理 亚 染色 观察 
福 尔 马 林 固 定好 前 列 腺 组 织 ， 石 蜡 包 埋 ， 切 片 ， 苏 木 素 染 液 - 伊 红 染 液 染 色 后 ， 封 片 ， 在 光学 显微镜 下 观察 前 列 
腺 组 织 病理 改变 。 
1. 6. 2 前 列 腺 液 中 前 列 腺 小 体 电镜 鉴定 
采用 超速 离心 法 提取 前 列 腺 液 中 前 列 腺 小 体 ， 吸 取样 品 10 nuL 滴 加 于 铜 网 上 沉淀 1 min， 滤 纸 吸 去 浮 液 ， 醋 酸 双 
氧 负 10 LL 滴 加 于 铜 网 上 沉淀 1 min， 滤 纸 吸 去 浮 液 ， 常 温 干燥 数 分 钟 后 ， 以 备 透 射电 镜 下 观察 。 
1. 6. 3 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 的 检测 
采用 超速 离心 法 提取 前 列 腺 小 体 ， 吸 取样 品 200 nL， 加 入 等 体积 裂解 液 MZ， 按 照 miRcute miRNA isolation kit 
试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA， 参 照 miRcute miRNA Detection Kit (SYBR Green) 试剂 盒 说 明 书 操作 进行 反 转 录 〔〈 反 应 
条 件 ，37C、60nmin，37C、60nin) 。RT-PCR 仪 扩 增 ， 以 U6 作 内 参 对 照 ， 采 用 2-^^"" 法 进行 数据 的 相对 定量 分 析 。 
__ PCR 反应 条 件 : 94C 预 变性 2min，1 个 循环 ，94C 变 性 20s，40 个 循环 ，60C 退 火 34s，40 个 循环 。 
1. 6.4 前 列 腺 组 织 TLR-4、Ik B、p-Ik B、TRAF6 蛋白 表达 的 检测 
取 50mg 前 列 腺 组 织 剪 碎 后 于 液 氮 中 研磨 至 细 粉 末 状 ， 分 装 于 离心 管 中 ， 加 入 500ul 的 RIPA 裂解 液 ， 提 取 总 蛋 
白 。 按 操 Western Blot 作 步 又 进行 电泳 、 转 膜 ， 进 行 TLR4 抗体 (1:1000) ，TRAF6 抗体 (1:1000) ，p-IxBa 抗 
体 〈1:1000) ，IxBa (1:1200) 免疫 检测 ， 成 像 仪 中 曝光 、 拍 照 。 和 蛋白 表达 量 = 目 的 和 蛋白 灰 度 值 /内 参 灰 度 值 。 
GS 1.6.5 ELISA 法 检测 大 鼠 血 清 TNF-a 、IL-6、IL-8、IFN-Y 水 平 
一 ”严格 按照 ELISA 试剂 盒 测 定 血 清 中 TNF-a 、IL-6、IL-8、IFN-Y 浓度 。 
-一 1.7 统计 学 分 析 
采用 SPSS 22.0 软件 作 统 计 分 析 ， 结 果 以 XY 土 s 表示 。 服 从 正 态 分 布 并 且 方 差 齐 性 检验 同 的 两 个 样本 均 数 用 t 
检验 比较 ， 单 因素 方差 分 析 用 于 多 组 间 比 较 ， 事 后 检验 采用 LSD; 不 服从 正 态 分 布 的 两 样本 均 数 比 较 行 非 参 数 检 验 。 
结果 以 P=<0. 05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 
>" 2. 结果 
2. 1 各 组 大 鼠 前 列 腺 组 织 病理 观察 分 析 
光学 显微镜 下 观察 ， 与 正常 组 比较 ， 模 型 组 前 列 腺 组 织 形态 损伤 严重 ， 腺 腔 形状 极其 不 规则 ， 变 形 严 重 ， 部 分 
二 腺 泡 上 皮 细 胞 胞 核 固 缩 ， 坏 死 ， 腺 泡 间 质 出 血 严 重 ， 有 轻 度 炎 细 胞 温润。 与 模型 组 比较 ， 激 动 剂 组 前 列 腺 组 织 结构 
-三 轻 度 损伤 ， 腺 体 结构 略 显 素 乱 ， 部 分 前 列 腺 上 皮 细 胞 坏死 ， 脱 落 ; 无 明显 炎 细 胞 浸润 ;抑制 剂 组 前 列 腺 组 织 结构 损 
一 伤 严重 ， 腺 体 结构 素 乱 ， 腺 腔 区 域 变 小 ， 部 分 上 皮 细胞 脱落 至 管 腔 ， 间 质 有 大 量 红细胞 ， 少 量 炎 细胞 浸润 。 大 火 草 
= 低 剂 量 组 前 列 腺 组 织 结构 有 较 明 显 损伤 ， 腺 体 结 构 素 乱 ， 腺 腔 形态 不 规则 ， 部 分 上 皮 细 胞 坏死 ， 腺 泡 间 质 结 缔 组 织 
有 明显 出 血 及 中 度 炎 细胞 浸润 ， 大 火 草 中 剂量 组 前 列 腺 组 织 有 较 明 显 损 伤 ， 腺 体 结构 紊乱 ， 腺 腔 形 态 不 规则 、 变 小 ; 
腺 泡 间 质 少量 炎 细 胞 浸润 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 有 轻 度 损伤 ， 大 部 分 腺 泡 上 皮 细 胞 排列 整齐 ， 腺 腔 形状 规则 ， 少 量 
上 皮 细 胞 增生 ;， 腺 泡 间 质 有 琉 松 的 结缔 组 织 ， 其 间 有 成 纤维 细胞 等 ， 无 炎 细 胞 浸润 。 如 图 1 所 示 。 
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| A 为 正常 组 ，B 为 模型 组 ，C 大 火 草 低 剂 量 组 ， 
对 D 为 大 火 草 中 剂量 组 ，E 为 大 火 草 高 剂量 组 ， 
F 为 miRNA-146a inhibitor 组 ，G 为 miRNA- 
146a mimics 组。 

黑色 箭头 示 前 列 腺 上 皮 细 胞 ， 蓝 色 箭 头 示 前 
是 列 腺 腺 泡 ， 黄 色 箭 头 示 红 细胞 ， 红 色 箭 头 示 
光村 二 炎 细 胞 浸润 ， 粉 色 箭 头 示 间 质 ， 绿 色 箭头 示 
© G 册 二 脱落 细胞 。 


.三 图 1 大 火 草 对 EAP 大 鼠 前 列 腺 组 织 病理 的 影响 (HEX100) 
< Figure 1 Effects of anemone tomentosa on prostate tissues histopathology of EAP rats 
只 。 2 各 组 大 鼠 前 列 腺 液 中 前 列 腺 小 体 电镜 鉴定 
前 列 腺 小 体 直径 约 为 30 150 nm 的 膜 性 圳 泡 ， 电 镜 下 可 观察 到 典型 的 “ 杯 盘 ” 形 态 。 电 镜 结 果 表 明 各 组 大 鼠 前 
列 腺 液 中 均 提 取 到 前 列 腺 小 体 。 如 图 2 所 示 。 
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图 2 各 组 大 鼠 前 列 腺 液 提取 的 前 列 腺 小 体 电镜 鉴定 结果 (100 kv) 


Figure 2 Electron microscopic identification results of prostasome extracted from prostatic fluid of 


rats in each group 
2. 3 各 组 大 鼠 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 的 结果 分 析 

研究 结果 提示 ， 与 正常 组 比较 ， 各 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 均 下 调 (PX<0. 01) 。 与 模型 组 比较 ， 
写 大 火 草 中 、 高 剂量 组 ，miRNA-146a mimics 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 均 上 调 (P<0. 01) ;miRNA-146a 


1 


-0 inhibitor 组 前 列 腺 小 体 miRNA-146a-5p mRNA 表达 下 调 (P<0. 01) 。 详 见 表 2。 
AI 表 1 RT-PCR 检测 引物 设计 
©O Table 1 Design of primer sequence for RT-PCR detection 
Se. 基因 引物 
miRNA-146a-5p 5 -TGAGAACTGAATTCCATGGGTT-3” 
性 U6 5 -CGCAAGGATGACACGCAAAT-3” 
©O 、 一 
GN 表 2 各 组 大 鼠 前 列 腺 小 体 miRNA-164a-5p 表达 比较 分 析 (* 士 S，n=6) 
之 Table 2 Comparative analysis of miRNA-146a-5p expression in prostasome of rats in each group 
>< 组 别 miRNA-164a-5p 
A 组 1. 123 土 0. 139 
pn B 组 0. 439 士 0. 116” 
C 组 0.535 士 0. 118” 
D 组 0.724 士 0. 105%^^ 
E 组 0.747 土 0. 116”^ 
F 组 0.212 士 0. 028”^ 人 
6 组 0. 848 士 0. 092%^^ 
F 值 45. 826 
P 值 0. 000 


注 : 与 A 组 比较 ，P* 《0.05，P”<0.01; 与 B 组 比较 ，P^<0. 05，P^^<0. 01， 有 统计 意义 。 
2.4 各 组 大 鼠 前 列 腺 组 织 TLR-4、I k Ba 、p-I xk Ba 、TRAF6 蛋白 表达 的 结果 分 析 

研究 结果 提示 ， 与 正常 组 比较 ， 大 火 草 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 TLR-4 蛋白 表达 最 接近 正常 组 (P>0.05) ， 其 余 各 
组 前 列 腺 组 织 TLR-4 蛋白 表达 均 上 调 (P<0. 01) 。 与 模型 组 比较 ，miRNA-146a mimics 组 、 大 火 草 低 中 高 剂量 组 前 
列 腺 组 织 TLR-4 蛋白 表达 均 降 低 CPX0. 01), 且 大 火 草 高 剂量 组 降低 最 显著 ; miRNA-146a inhibitor 组 升 高 (P<0. 05 ) 。 
与 正常 组 比较 ， 各 组 前 列 腺 组 织 p-Ik Ba 蛋白 表达 均 上 调 (P<0. 01) 。 与 模型 组 比较 ，miRNA-146a mimics 组 、 大 
火 草 低 中 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 p-I x Ba 蛋白 表达 均 降低 (PK0.01) ， 且 大 火 草 高 剂量 组 降低 最 显著 miRNA-146a 
inhibitor 组 升 高 (P<0. 01) 。 与 正常 组 比较 ，miRNA-146a mimics 组 、 大 火 草 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 Tk Ba 蛋白 表 
达 接 近 正 常 组 (P>0. 05), 其 余 各 组 前 列 腺 组 织 Ix Ba 蛋白 表达 均 下 调 (P<0. 01 或 P<0. 05 )。 与 模型 组 比较 ,miRNA-146a 
mimics 组 、 大 火 草 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 Ix Ba 蛋白 表达 均 上 调 (P<0. 01) 。 与 正常 组 比较 ， 各 组 前 列 腺 组 织 TRAF6 
蛋白 表达 均 上 调 (P<0. 01 或 PK<0. 05) 。 与 模型 组 比较 , miRNA-146a mimics 组 、 大 火 草 低 中 高 剂量 组 前 列 腺 组 织 TRAF6 
蛋白 表达 均 降 低 (PXK0. 01) ， 且 大 火 草 高 剂量 组 降低 最 显著 ; miRNA-146a inhibitor 组 TRAF6 蛋白 表达 有 升 高 趋势 ， 
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无 统计 学 意义 。 详 见 表 3， 图 3。 
表 3 各 组 大 鼠 前 列 腺 组 织 蛋 白 表 达 比 较 分 析 (X 土 $8，n=6) 


Table 3 Comparative analysis of protein expression of TLR-4,IxBa,p-lxBa and TRAF6 in prostate 


tissues of rats in each group 


组 别 ”TLR4 p-Ix Ba IxBa TRAF6 
A 组 ”0.225 士 0.035 0. 342 土 0. 043 0. 599 土 0. 013 0. 494 士 0. 034 
B 组 ”0.787 土 0. 100* 1. 033 土 0. 079* 0. 410 土 0.075* 1. 158 士 0. 056“ 
C 组 ”0.552 士 0.060%“A^ 0.777 士 0.051%A^ 0. 442 士 0.0514 0.893 士 0. 119”^^^ 
D 组 0.383 士 0.035*%A^ 0.576 士 0.033“A^ 0.468 土 0.093* ”0.725 土 0. 166^^ 人 ^ 
E 组 ”0.288 土 0. 026^^ 0. 456 士 0. 034”* 0.555 土 0. 044^ 人 ”0.655 土 0. 088“ 人 
F 组 0.931 士 0. 125“^* 1. 179 士 0. 079“*^ ”0.379 土 0. 087”“ 1.243 士 0. 163“ 
G 组 ”0.394 士 0.081%A^ 0.816 士 0.042“%A^ 0.575 士 0. 102^^ 0.861 土 0. 0942% 人 人 
F 值 74.802 184. 408 8. 494 33. 821 
P 值 0.000 0. 000 0. 000 0. 000 
注 : 与 A 组 比较 ，P* <0.05，P”K0.01; 与 B 组 比较 ，P^<0. 05，P^^<0. 01， 有 统计 意义 。 
2 ee 
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-图 3 各 组 大 鼠 前 列 腺 组 织 TLR-4、I k Ba、p-Ik Ba 、TRAF6 蛋白 表达 
Figure 3 protein expression of TLR-4,IkBa,p-IKkBa and TRAF6 in prostate tissues of rats in each group 
2.5 各 组 大 鼠 血 清 TNF-a 、IL-6、IL-8、IFN-Y 水 平分 析 

研究 结果 提示 ， 与 正常 组 比较 ， 除 大 火 草 高 剂量 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 血 清 TNF a 水 平均 显著 升 高 (P<0. 01) ; 
与 模型 组 比较 ， 除 miRNA-146a inhibitor 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 血 清 TNF a 水 平均 显著 降低 (P<0.01〉。 与 正常 组 比 
较 ， 除 大 火 草 高 剂量 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 血 清 IL-6 含量 均 显 著 升 高 (PK0. 01) ; 与 模型 组 比较 ， 大 火 草 低 中 高 剂量 
组 和 miRNA-146a mimics 组 显著 降低 IL-6 水 平 (P<0. 01) 。 与 正常 组 比较 ， 除 大 火 草 高 剂量 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 寺 
清 IL-8 水 平均 升 高 ， 有 统计 学 意义 (P<0. 01) ， 与 模型 组 比较 ， 除 miRNA-146a inhibitor 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 半 
清 IL-8 水 平均 显著 降低 (PK0. 01) 。 与 正常 组 比较 ， 各 组 大 鼠 血 清 INF-Y 水 平均 显著 升 高 (P<0. 01 或 P<0. 05) ; 
与 模型 组 比较 ， 除 miRNA-146a inhibitor 组 外 ， 其 余 各 组 INF-Y 水 平 显著 降低 (P<0. 01) 


表 4 各 组 大 鼠 血清 TNF a 、IL-6、IL-8 及 INF-Y 水 平 比较 分 析 (XY 土 $，n=6) 


Table 4 Comparative analysis of TNF a, IL-6, IL-8 and INF-Y in serum of rats in each group 
组 别 TNFa IL-6 IL-8 INF-Y 


A 组 ”20.473 土 1. 891 77. 897 士 5. 967 25. 491 土 1. 886 34. 566 土 6. 379 
B 组 ”58. 851 土 6. 991” 167. 439 土 17. 913” 55. 744 士 6. 726” 84. 312 士 9. 470” 


C 组 ”47.247 土 5.914”* 人 ”140. 326 士 17. 663”“ 人 ”44.726 填 6. 803” 71. 388 士 7. 438” 人 人 
D 组 ”37.793 土 5.017” 人 ”123. 284 士 14. 446”“* 人 ”38. 329 圭 3. 305”* 人 $$ 60. 698 士 6. 885”^ 信 
E 组 ”24.994 填 3.490^^ 85. 925 士 7.733^^ 30. 482 士 3. 813^ 44.589 土 4.616^ 人 ^ 
F 组 ”64. 084 圭 7. 110 176. 452 士 22. 310” 65. 151 士 6.715%^^ 93.779 土 9. 689“^ 
G 组 31.618 士 3. 749“A^ 105. 578 士 16. 281%^A^ 35. 114 士 7. 191%^^ 56.866 士 8. 626”^^ 
F 值 61.574 36. 275 38. 593 44. 068 

P 值 0.000 0. 000 0. 000 0. 000 


注 : 与 A 组 比较 ，P* <0.05，P*<0.01; 与 B 组 比较 ，P^<0. 05，P^^<0. 01， 有 统计 意义 。 

3. 讨论 

CP/CPPS 症状 包括 不 同 程度 的 慢性 盆腔 疼痛 《前 列 腺 、 会 阴 、 尿 道 ) 和 排尿 功能 障碍 ， 可 显著 影响 患者 的 生活 
质量 。 据 估计 中 国 男性 人 群 中 CP/CPPS 的 患 病 率 约 为 8. 4 25%"" ， 并 且 随 着 年 龄 的 增长 其 复发 率 上 升 到 50%”"。 根据 
一 项 基于 循 证 医学 的 系统 性 综述 表明 ， 可 能 轻微 减轻 CP/CPPS 症状 的 主要 疗法 是 : 植物 疗法 、a - 阻 滞 剂 、 消 炎 药 
和 抗生素 ， 循 证 医学 证 据 质量 中 低 ， 说 明 目 前 治疗 手段 的 疗效 往往 不 满意 。CP/CPPS 的 病因 多 变 、 机 制 复杂 导致 了 
其 高 发 病 率 、 难 治 性 、 复 发 性 是 CP/CPPS 的 主要 特点 。 中 草药 治疗 作为 一 种 有 效 的 蔡 代 治疗 方法 已 被 广泛 应 用 于 
CP/CPPS 的 管理 ， 并 因 其 副作用 小 和 多 模 态 效应 而 引起 了 研究 人 员 和 临床 医生 的 关注 ”。 中 医学 没有 明确 的 CP/CPPS 
相对 应 病名 。 医 家 普遍 认为 本 病 本 虚 标 实 的 病变 本 质 ， 并 认为 其 发 病 与 “肾虚 、 J 瘀 阻 ” 有 关 "”。 大 火 草 系 毛 
二 依 科 银 莲花 属 多 年 生 章 本 植物 。 主要 分 布 于 广西 、 云 南 等 地 区 ， 可 以 说 是 地 道 壮 药 。 性 味 辛 微 苦 、 平 ， 有 “清热 社 
CO 湿 .、 利 尿 通 淋 、 益 气 补肾 ”的 功效 "。 大 火 草 的 功效 与 CP/CPPS“ 肾 虚 湿 电热 ”的 基 术 病 机 高 度 切合 。 
EN miRNA 是 一 类 具有 多 重 功能 的 非 编码 RNA， 能 够 在 转录 后 水 平 调控 基因 的 表达 。TLR 选择 性 识别 病原 相关 分 子 模 
EN 式 ， 构 成 免疫 系统 的 第 一 道 防 线 ， 其 信号 通路 过 度 激活 会 导致 炎症 和 相关 免疫 性 疾病 的 发 生 ，miRNA 可 以 精细 调节 
C3 TLRs 信和 号 通路 起 始 、 终 止 、 反 应 强度 ， 参 与 免疫 炎症 的 发 生发 展 ”。TRAF6 具有 增强 促 炎 性 细胞 因子 基因 转录 ， 从 
一 而 启动 炎症 级 联 反 应 的 生物 作用 是 TNF 超 家 族 和 TLR 受 体 超 家 族 的 重要 结合 蛋白 。TRAF6 可 通过 激活 I kB 激酶 ， 
" 促进 x B 磷酸 化 及 其 降解 , 从 而 激活 NF x B 信号 通路 , 是 具有 正 性 调节 和 特异 性 调控 NF x B 信号 转 导 的 关键 因子 ""。 


A 已 有 报道 证 实 miR-146a 通过 对 向 TRAF6 在 炎症 中 发 挥 作 用 。 研 究 表明 miRNA-146a 通过 抑制 TLR-4/NF x B 通路 的 关 
CN 键 分 子 TRAF6 的 表达 ， 来 抑制 亚 - x B 的 转录 活性 ， 并 降低 其 下 游 炎 症 因 子 IL-18 、IL-6、IL-8 和 TNF- a 的 释放 ， 


加 最 终 起 到 # 


ey 


制 炎症 反应 的 作 


5。 杨 永 祥 等 的 研究 外 泌 体 源 性 miR-146a 在 N9 型 小 胶 质 细胞 内 表达 升 高 ， 并 通过 调 


和 


Cinterferon-B ，IFN-B ) 、 a、IL-18 的 表达 水 平 。 

~ ”本 研究 探讨 ] EhP 大 原 前 列 腺 小 体 源 性 的 miRNA-146a 对 TLR-4/NR_ «通路 的 调控 作用 ， 结 果 表 朋 miRNA-1468 

人 可 以 通过 抑制 TRAF6 的 表达 ， 来 抑制 TLR-4、NK- kB 的 转录 活性 ， 抑 制 NF k B 过 度 盔 酸化 ， 并 降低 其 下 游 炎 症 因子 

忆 IL-6、IL-8、IFN-Y 和 TNF- a 的 释放 ， 减 轻 前 列 腺 局 部 炎症 反应 。 通 过 大 火 草 干预 后 ， 可 以 促进 前 列 腺 小 体 源 性 

二 miRNA-146a-5p mRNA 的 表达 ， 从 而 抑制 TRAF6 的 表达 ， 进 而 抑制 TLR-4/NK- x B 通路 活化 ， 降 其 下 游 炎 症 因子 的 释 

了 放 ， 减 轻 前 列 腺 局 部 炎症 反应 。 随 着 大 火 草 剂 量 浓度 增加 ， 对 前 列 腺 小 体 源 性 miRNA-146a/ TLR-4/NK- x B 通路 调控 

越 显 著 。 本 实验 研究 样本 例 数 较 少 ， 实 验 结果 初步 论证 了 前 列 腺 小 体 在 CP 发 生 、 发 展 中 具有 较 好 的 潜在 研究 价值 ， 

可 以 作为 未 来 研究 的 新 方向 。 

本 文 无 利益 冲突 。 
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